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摘要 : 产生 抗 冻 蛋 日 (antifreeze proteins，AFPs ) 是 大 多 数 昆 虫 抵抗 低温 的 一 个 重要 宽 上 略 。 为 给 黄粉 虫 Tenebrio 
molitotr 耐 寄 机 理 研 究 提供 参考 ,本 研究 采用 RT-PCR、5” RACE 和 3” RACE 法 克隆 了 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 幼 忠 
的 抗 冻 蛋白 基因 Tm-ajp, 分 析 了 其 基因 序列 及 所 编码 的 氨基 酸 序 列 , 并 检测 了 其 在 这 两 种 色 型 间 的 mRNA 水 平 差 
异 。 结 果 表 明 : 从 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 幼 虫 克 隆 出 的 Tm-afp cDNA 全 长 分 别 为 579 bp 和 588 bp, 它们 包含 一 个 
20 bp 的 5' 端 非 翻 译 区 、 一 个 402 bp 的 开放 阅读 框 和 一 个 变异 较 大 的 3" 端 非 翻 译 区 , 其 碱 基 序列 一 致 性 为 95% 。 
由 于 这 两 个 抗 冻 蛋白 基因 编码 的 重 日 成 熟 肽 存在 两 个 氨基 酸 差异 : 第 35 位 (D 一 E) 和 130 位 (TS), 因此 将 其 判 
定 为 黄粉 虫 抗 冻 蛋 白 基因 Tm-afp 的 两 个 异 构 体 , 并 分 别 命 名 为 Tm-afp-l 和 Tm-afp-2。Tm-afp-l 和 Tm-afp-2 编码 的 
抗 冻 蛋白 异 构 体 ( 分 别 为 Tm-afp-l1 和 Tm-afp-2 ) 信 号 肽 之 间 有 3 个 氨基 酸 差异 : 第 2 位 (G 一 A)、9 位 (ST) 和 27 
位 (Y 一 N) ; 其 成 熟 肽 的 第 一 个 氨基 酸 为 谷 氨 酰 胺 , 含 8 个 高 度 保守 的 12 aa 短 串联 重复 序列 ,每 个 重复 序列 的 第 
2 位 和 第 8 位 为 半 胱 氨 酸 。 此 外 ,Tm-afp-1 和 Tm-afp-2 均 属 富 售 苏 氨 酸 和 半 胱 氨 酸 的 昆虫 抗 冻 和 蛋 日 , 其 二 级 结构 
均 由 大 量 的 B- 折 车 和 无 规则 卷曲 组 成 ,三 级 结构 为 8 个 特殊 的 右手 B- 螺 旋 , 每 一 圈 螺 旋 由 12 个 氨基 酸 组 成 ; 在 
B- 螺 旋 的 一 个 侧面 规则 排列 着 由 保守 XCT 形成 的 B 折 著 片 层 。 同 时 , 低温 可 以 诱导 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 Tm-afp 
的 表达 , 但 长 时 间 低 温 诱导 下 黑色 型 黄粉 虫 幼 虫 的 Tm-afp 表达 量 显 著 高 于 黄色 型 黄粉 虫 幼虫 Tm-afp 表达 量 。 结 
果 提 示 , 黄粉 虫 种 内 不 同色 型 间 , 抗 冻 和 蛋白 基因 Tm-afp 可 能 存在 多 种 异 构 体 , 并 且 黑 色 型 黄粉 虫 Tm-afp 比 黄色 
型 黄粉 虫 Tm-afp 对 低温 的 应 答 更 强烈 。 这 一 研究 结果 为 进一步 探索 黄粉 虫 的 耐寒 性 机 理 提 供 了 有 益 参 考 。 
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Abstract: [It is one of important strategies for many insects to produce antifreeze proteins ( AFPs) to resist 
low temperature. In order to study the mechanism of cold resistance, an antifreeze protein gene Tm-afp 
was cloned from the larvae of yellow- and black-color varieties of Tenebrio molitor, the nucleotide 
sequence and the encoded amino acid sequence characteristics of Tm-afp were analyzed, and the mRNA 


levels were examined in the two varieties by reverse transcriptional PCR and rapid amplification of $5’ and 
3’ cDNA ends. The results showed that the full cDNA sequences of Tm-afp cloned from the yellow- and 
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black-color varieties of T. molitor were 979 bp and 988 bp in length, respectively. Both contain a 20 bp 
3 non-coding region, a 402 bp open reading frame and a variant 3' non-coding region, and their 
nucleotide sequence identity is 95%. Because of two amino acid variation (D;;s—E;s and Ti — 9130) 
existing between the two mature peptides encoded by the two cDNA sequences, they were considered two 
isoforms of Tm-afp, i. e., Tm-afp-l and Tm-afp-2, respectively. Three amino acid variation (G,—A,, So 
—T, and 了 Y) 一 N， ) exists between signal peptides of the antifreeze protein isoforms (Tm-afp-l and Tm- 
afp-2 ) encoded by Tm-afp-l and Tm-afp-2. The lst amino acid of the mature peptides of the two 
antifreeze protein isoforms is glutamine. Both the mature peptide sequences contain eight short-tandem 
repeats, each composed of twelve highly conservative amino acid residues. Furthermore, both the 2nd 
and 8th amino acids of each repeat are cysteines. In addition, Tm-afp-l and Tm-afp-2 both belong to 
threonine- and cysteine-rich insect antifreeze proteins. Their secondary structure consists of beta sheets 
and random coils, and their tertiary structure has eight special right-handed beta helixes, composed of 
twelve amino acid residues per helix. Beta sheet, composed of conservative XCT, arrays on the lateral 
surface of the beta helixes. Meanwhile, low temperature up-regulated the expression of Tm-afp in yellow- 
and black-color varieties of T. molitor. But under long time of cold induction, the relative mRNA 
expression level of Tm-afp in the black-color variety of 7T. molitor was significantly higher than that in the 
yellow-color variety. The results suggest that Tm-afp among different color varieties of T. molitor may 
have several isoforms and Tm-afp in the black-color variety of T. molitor is more sensitive to cold than 
that in the yellow-color variety. This study may provide a useful reference to the further research on the 
molecular mechanisms of cold resistance in T. molitor. 
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昆虫 属 变 温 动 物 , 温度 是 影响 其 生长 发 育 的 重 
要 环境 因子 。 目 然 界 中 冬季 低温 造成 昆虫 死亡 的 现 
象 非常 普遍 。 为 度 过 寒冷 的 冬季 , 昆虫 在 长 期 的 进 
化 过 程 中 , 形成 了 各 种 适应 和 抵抗 低温 的 策略 ,其 
中 一 个 重要 的 策略 就 是 积累 抗 冻 重 日 等 耐寒 物质 
( 景 晓 红 等 ,2002; 马 延 龙 等 ,2009 )。 抗 冻 蛋 日 
( antifreeze proteins ，AFPs ) 是 一 类 能 抑制 冰 品 生长 
的 特殊 和 蛋 日 质 , 能 以 非 依 数 性 形式 降低 水 溶液 冰 操 
而 对 其 炊 点 影响 甚 微 , 从 而 导致 水 溶液 的 熔点 和 冰 
点 之 间 出 现 差 值 , 这 种 差 值 被 称 为 热浪 值 ， 用 于 衡 
量 抗 冻 蛋白 的 热 浊 活 性 (Horwath er al., 1996)。 现 
已 从 鱼 类 、 昆 虫 、 植 物 、 细 菌 和 真菌 体内 发 现 多 种 
抗 冻 蛋白 (Gilbert et al., 2004; Graether and Sykes, 
2004)。 与 其 他 生物 抗 冻 和 蛋白 相 比 , 昆虫 抗 江 和 蛋 日 
具有 很 强 的 热浪 活性 ( 邵 强 等 , 2006) 。 昆 虫 抗 冻 重 
日 的 高 热浪 活性 是 与 其 规则 的 结构 分 不 开 的 。 目 前 
已 知 的 昆虫 抗 冻 重 日 都 具有 B- 螺 旋 结 构 ( Graether 
and Sykes, 2004 ) 和 串联 重复 的 螺旋 环 ( Leinala et 
al., 2002) 。 根 据 其 氨基 酸 序 列 和 结构 特征 , 昆 忠 
抗洪 和 蛋 日 可 归纳 为 两 种 类 型 . 一 类 是 拟 步 甲 科 黄粉 
虫 Tenebrio molitor 抗 冻 和 蛋白 (TmAFP) 和 赤 翅 甲 
Dendroides canadensis 抗 冻 蛋白 (DecAFP) ， 其 一 级 结 
构 含 有 12 个 氮 基 酸 组 成 的 特殊 重复 结构 单元 


C1T,XsXsXsXeCrXsXoXioXu Xis( 其 中 X 是 任意 氨 
基 酸 ), 二 级 结构 是 独特 的 右手 B- 螺 旋 (Liou ei al.， 
2000 ) ; 男 一 类 是 云 杉 卷 叶 蛾 Choristoneura 
fumiferana 抗 冻 重 日 (sbwAFP) ,其 一 级 结构 含有 15 
个 氨基 酸 组 成 的 特殊 重复 结构 单元 , 二 级 结构 为 独 
特 的 左手 B- 螺 旋 (GCraether and Sykes, 2004 ) 。 人 研究 
表明 , 在 环境 温度 低 于 体液 炊 点 时 , 抗 冻 蛋 日 通过 
氢 键 与 冰 唱 连接, 结合 到 昆虫 体内 的 冰 核 表面 , 通 
过 改变 冰晶 形态 、 换 制 冰晶 重 结晶 和 阻止 冰 品 进 一 
步 生 长 , 而 维持 昆虫 的 过 冷却 状态 , 减少 冰晶 化 对 
细胞 的 损伤 ( 景 晓 红 等 , 2002; 印 强 等 , 2006)。 
黄粉 忠 Tmolitor 原 产 于 南美 洲 ， 属 寒冷 地 区 
的 一 种 仓储 害虫 ， 其 越冬 幼虫 能 耐 受 - 12? 的 低 
温 。 因 此 , 多 年 来 黄粉 虫 抗 冻 重 日 一 直 倍 受 关 注 ， 
有 不 少 学 者 对 其 抗 头 重 白 基因 的 克隆 、 表 达 及 抗 冻 
重 日 的 结构 、 活 性 和 作用 机 制 进行 了 研究 ( 刘 上 忠 济 
等 , 2006; 刘 俊 杰 和 李 前 忠 ，2006; 辣 清 华 等 ， 
2010)。 截 止 目前 ，GenBank 上 注册 的 黄粉 虫 抗 冻 
重 日 及 抗 冻 和 蛋 日 基因 序列 各 48 个 。 已 有 的 研究 表 
明 , 黄粉 忠 抗 冻 重 日 基因 是 一 个 拥有 大 量 成 员 的 基 
因 家 族 , 其 抗 冻 蛋白 基因 的 表达 受 时 序 和 环境 双重 
调控 (Graham et al.，2000)。 乍 昌 结 构 分 析 进 一 步 
显示 , 黄粉 虫 抗 冻 和 蛋 晶 含 6 ~8 圈 右 手 B- 螺 旗 ， 
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一 圈 螺 旋 由 长 度 为 12 个 氨基 酸 的 重复 序列 组 成 ; 
同时 , 其 抗 并 和 蛋白 分 子 中 富 售 半 胱 氨 酸 和 苏 氨 酸 ， 
能 形成 氢 键 和 二 硫 键 , 能 有 效 模 拟 冰晶 的 结构 
( Graether and Sykes, 2004 ) 。 

黄粉 虫 种 内 体 色 分 化 明显 。 不 同色 型 黄粉 虫 的 
生长 发 育 、 饲料 利用 效率 ( 黄 琢 等 , 2011b)、 营 养 组 
成 、 抗 病 性 (Barnes and Siva-Jothy，2000 ) 及 逆境 胁 
迫 相 关 同 工 酶 ( 黄 琢 等 , 2011a) 均 表现 出 明显 差异 。 
同时 , 笔者 从 多 年 的 养殖 实践 中 发 现 , 不 同色 型 黄 
粉 虫 的 耐寒 性 差异 较 大 ,黑色 型 黄粉 虫 幼虫 对 低温 
的 耐 受 性 往往 明显 高 于 同日 龄 黄色 型 幼虫 。 已 知 抗 
冻 蛋 日 是 昆虫 的 重要 耐寒 物质 , 关于 不 同色 型 黄粉 
忠 抗 冻 蛋 日 的 比较 研究 , 目前 鲜 见 报道 。 因 此 , 笔 
者 率先 对 黄 、 涯 两 种 色 型 黄粉 虫 的 抗洪 和 蛋白 基因 殉 
隆 及 表达 进行 研究 ， 以 期 能 为 进一步 探索 不 同色 型 
黄粉 虫 耐寒 性 差异 的 分 子 机 理 提 供 参 考 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 

选 育 12 代 的 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 , 由 四 川 农 
业 大 学 条 林 保 护 学 实验 室 提供 。 饲 养 条 件 : 25 ~ 
30%C ,相对 湿度 50% ~ 70% ， 目 然 散 射 光 , 饲料 主 
要 为 麦 获 , 同时 辅 以 时 令 蔬 沫 ( 胡 葛 卜 、 丙 童 叶 和 
大 日 沫 ) 和 小 鱼 干 。 
1.2 主要 试剂 

高 纯 总 RNA 快速 提取 试剂 盒 ( 离 心 柱 型 )、 
cDNA 第 一 链 合成 试剂 盒 、DNA Marker 和 核酸 染料 
GELVIEW 购 目 北 京 百 泰克 生物 技术 有 限 公 司 , 2 x 
Taq PCR MasterMix 购 目 Biomed 公司 ，DNA 凝 胶 回 
收 试 剂 盒 购 自 AXYGEN 公司 , 高 保 真 酶 ( Pyrobest® 
DNA Polymerase)5’ -Full RACE Kit、 3’ -Full RACE 
Core Set Ver. 2. 0、pMD ”20-T Vector 和 大 上 肠 杆 菌 
Escherichia coli DHSa 感受 态 细 胞 为 大 连 TaKaRa 公 
司 产品 ，DEPC( 焦 碳酸 二 乙 脂 ) 、X-ga1(5 -省 .4 氧 
3- 古 | 哄 -B-D- 半 乳糖 芽 )、IPTG( 异 丙 基 -B-D- 硫 代 半 
乳糖 车 ) 和 Amp( 氮 下 青霉素 ) 为 Sigma 公司 产品 ， 
Tris 和 琢 脂 糖 为 Amresco 公司 产品 ，EDTA-Na,… 
2H,0 为 Sanland 公司 产品 ,其 余 试 剂 为 国产 分 
析 纯 。 
1.3 冷藏 处 理 

取 常 温 (25 ~30Y ) 培 养 的 芮 、 黑 两 种 色 型 黄粉 
虫 80 d 幼虫 各 30 头 , 放 入 4 冰箱 冷藏 3 d 和 7 d 
后 , 用 于 提取 RNA; 同时 以 未 经 冷藏 处 理 的 两 种 色 


型 黄粉 虫 同日 龄 幼虫 为 对 照 。 
1.4 总 RNA 提取 

随机 取 冷 藏 3 d 和 7 d 及 未 经 冷藏 处 理 的 黄 、 
黑 两 种 色 型 黄粉 虫 幼 虫 各 6 头 ， 分 别 投入 液 所 中 迅 
速 研 磨 成 粉 , 按 柱 式 高 纯 总 RNA 快速 提取 试剂 盒 
操作 说 明 提取 总 RNA。 用 19% 球 脂 糖 凝 胶 电 议和 和 紫 
外 分 光 光 度 计 (DUS 800 Spectrophometer，Beckman 
Coulter ) 检测 RNA 的 浓度 和 纯度 。 
1.5 抗 冻 和 蛋白 基因 cDNA 核心 片段 的 克隆 

根据 GenBank 数据 库 已 注册 的 黄粉 虫 抗 冻 恒 
日 基因 序列 (GenBank 登录 号 分 别 为 : DQ229124， 
DQ229126, DQ229127, DQ229130 ，DQ229131 ) 的 保 
守 区 域 , 设计 1 对 引物 (上 游 引 物 : 5'-TTCAAAACG 
TGTTGTTTTAC-3', 下 游 引 物 : 5'-TTTAATATTGTCT 
GATAGCT-3') 。 取 冷藏 7 d 后 的 黄 、 黑 两 种 色 型 黄 
粉 虫 幼 虫 总 RNA 各 1 pg, 以 0ligo( dT)1s 为 引物 反 
转录 合成 cPDNA; 然后 以 上 述 cDNA 为 模板 , 扩 增 
两 种 色 型 黄粉 虫 的 抗 冻 重 日 基因 。 反 应 条 件 : 94% 
3 min; 94%C 45 s, 50%C 45 s, 72%C 1 min, 35 个 循 
环 ; 72%C 10 min。1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 PCR 扩 
增 结果 , 切 腕 回收 目的 片段 后 连接 至 pMD20-T 载 
体 上 并 转化 大 肠 杆 菌 DH5a 感受 态 细胞 ,PCR 筛选 
阳性 殉 隆 , 送 深 圳 华 大 基因 研究 院 测序 。 
1.6 5’ RACE 反应 

按 5 -Ful RACE Kit 操作 说 明 , 在 获得 的 抗 冻 
重 日 基因 cDNA 核心 片段 上 游 设计 5 RACE 特异 引 
物 ( 外 侧 引 物 : 5'’-GTGGCTTCAAAACAGTCTTC-3”, 
内 侧 引 物 5'-CACTGGCAATAATACTCGGT-3'’) ， 其 
余 引 物 由 5” -Full RACE Kit 试剂 盒 提 供 , 扩 增 两 种 
色 型 黄粉 虫 抗 冻 蛋 白 基 因 5" -末端 序列 , 反应 程序 
如 下 。 外 侧 PCR: 94% 3 min, 94%C 30 s, 56%C 30 
s, 72%C 40 s, 20 个 循环 , 72%C 10 min; 内 侧 PCR : 
94% 3 min, 94°C 30 s, SS$% 30 s, 72% 40 s, 25 个 
循环 ,72%C 10 min。1% 珠 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 
RACE 扩 增 结果 , 切 胶 回收 目的 片段 后 连接 至 
pMD20-T 载体 上 并 转化 大 肠 杆 菌 DH5a 感受 态 细 
胞 ，PCR 筛选 阳性 殉 隆 ,， 送 深圳 华 大 基因 研究 院 
测序 。 
1.7 3' RACE 反应 

根据 3” -Full RACE Core Set Ver. 2.0 说 明 书 ， 
在 获得 的 抗 冻 蛋白 基因 cDNA 核心 片段 的 下 游 设计 
3′ RACE 特异 引物 (外 侧 引 物 : 5'-CACTGGTTGTGG 
AAACTGTC-3'; 内 侧 引 物 5'-CAGAAGACTGTTTTGA 
AGCC-3') ,其 余 引 物 由 3’-Full RACE Core Set Ver. 
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2.0 试剂 盒 提 供 ; 扩 增 两 种 色 型 黄粉 虫 抗 冻 重 日 基 
3"- 末 站 序列 , 有 反应 程序 如 下 。 外 侧 PCR: 94%C 3 
min, 94%C 30 s, 55%C 30 s, 72%C 40 s, 30 个 循环 ， 
72%C 10 min; 内 侧 PCR: 94%C 3 min, 94%C 30 s， 
55%C 30 s, 72%C 30 s, 30 个 循环 , 72%C 10 min。1% 
蘑 脂 糖 凝 有 科 电泳 检 测 3” RACE 扩 增 结果 , 切 胶 回收 
目的 片段 后 连接 至 pMD20-T 载体 上 并 转化 大 肠 杆菌 
DH5a 感受 态 细胞 , PCR 筛选 阳性 克隆 , 送 深圳 华 大 
基因 研究 院 测 序 。 
1.8 抗 江 蛋白 基因 序列 分 析 

将 拼接 后 的 两 种 色 型 黄粉 虫 抗 冻 重 日 基因 全 序 
列 , 运用 BLAST 在 线 工 具 (http://www. ncbi. nlm. 
nih. gov/blast ) 检索 其 同 源 性 ; 并 利用 ORF Finder 
(http://www. ncbi. nlm. nih. gov/gor{/ gorf. html ) 工 
具 , 分 析 其 开放 阅读 框 、 编 码 区 及 其 所 编码 的 氨基 
酸 序列 。 
1.9 推导 的 抗洪 蛋 日 成 熟 肽 的 理化 性 质 及 二 、 三 
级 结构 预测 

根据 ExPASy Proteomics Tools 系统 中 的 
ProtParam ( http://web. expasy. org/protparam/) 和 
Compute pL/MW ( http://web. expasy. org/compute _ 
pi/) ,对 推导 的 抗 冻 重 晶 成熟 肽 的 氨基 酸 组 成 、 等 
电 点 及 分 子 量 进行 预测 ; 并 利用 ExPASy Proteomics 
Tools 系统 中 的 GOR 4(http://npsa-pbil. ibcp. fr/cgi- 
bin/npsa_ automat. pl? page = npsa_ gor4. html ) 和 
SWISS-MODEL ( http://swissmodel. expasy. org/ ) 对 
成 熟 肽 的 二 、 三 级 结构 做 预测 分 析 。 
1.10 抗 江 蛋白 基因 的 mRNA 表达 水 平分 析 

取 未 经 冷藏 处 理 及 冷藏 3 d 和 7 d 后 的 黄 、 
两 种 色 型 黄粉 虫 总 RNA 各 1 ng, 以 0ligo( dT)1s 为 
引物 反 转 录 合 成 cPDNA。 然 后 分 别 以 上 述 为 模板 ， 
基因 为 内 参 ， 上游 引物: 5 
AGCAAGAGAGGTATCCTCAC-3’， 下游 引物 : 5“- 
ATCTCCTGCTCGAAGTCGAG-3',， 反应 条 件 : 94C 
3 min; 94% 30 s, 55%C 30 s, 72%C 30 s, 25 个 循环 ; 
72%C 10 min。 抗 冻 和 蛋白 基因 半 定 量 PCR 上 游 引物 : 
5'-AAGGAACAGATCGGATAG-3 ,下游 引 物 : 5- 
GTACCGAGTATTATTGCC-3”， 反 应 条件 : 94% 
3 min; 94%C 45 s, 45%C 45 s, 72%C 1 min, 33 个 循 
环 ; 72%C 10 min。 反 应 产物 经 1% 琢 脂 糖 电泳 检测 
和 凝 胶 成 像 系统 (Gel Doc XR，Bio-Rad，USA) 采集 
图 片 后 , 制 胶 回 收 半 定量 PCR 产物 测序 ,以 确认 半 
定量 PCR 产物 是 否 为 要 分 析 的 目标 基因 PCR 产 
物 。 运 用 Quantity One 软件 对 半 和 定量 PCR 产物 的 电 


B-actin 


六 图 片 进行 分 析 , 以 目的 基因 PCR 产物 条 带 灰 度 
与 内 标 基 因 PCR 产物 条 带 灰 度 的 比值 作为 目的 基 
因 的 相对 表达 量 , 所 得 数据 采用 SPSS 13.0 的 双 样 
本 ;检验 法 进行 差异 显著 性 检验 并 作 图 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 抗 冻 蛋 和 白 基 因 的 克隆 
与 序列 分 析 

运用 RT-PCR 法 , 用 1 对 黄粉 虫 抗 冻 蛋白 基因 
引物 死 隆 出 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 抗 冻 重 白 基因 
Tm-afp cDNA 核心 序列 ; 在 获得 的 Tm-ajp 核心 序列 
的 上 游 和 下 游 分 别 设计 5 RACE 和 3”′RACE 特异 
引物 , 进行 5 ”RACE 和 3” ”RACE 反应 , 扩 增 出 了 两 
种 色 型 黄粉 虫 抗 并 和 蛋 日 基因 Tm-afp cDNA 的 5 -和 
3 -未 端 序 列 。 经 拼接 后 获得 全 长 为 3S79 bp 和 588 
bp 的 两 个 抗洪 和 蛋 日 基因 Tm-afp cDNA 序列 。 
BLAST 同 源 性 比 对 发 现 , 获得 的 两 个 抗 冻 和 蛋白 基因 
序列 的 碱 基 序 列 一 致 性 为 95% , 它们 与 已 注册 的 黄 
粉 虫 抗 冻 和 蛋白 异 构 体 Th 前 体 基 因 (GenBank 登录 
号 : DQ229124 ) 的 碱 基 序 列 一 致 性 分 别 为 94% 
和 93% 。 

ORF Finder 分 析 表 明 ,， 获得 的 两 个 抗 冻 和 蛋 日 
cDNA 序列 开放 阅读 框 全 长 均 为 402 bp, 编码 133 
个 氨基 酸 , 它们 的 氨基 酸 序列 一 致 性 为 96% , 它们 
与 已 知 的 黄粉 忠 抗 冻 蛋 白蜡 构 体 Th 前 体 ( GenBank 
登录 号 : ABB79833 ) 氨基 酸 序列 一 致 性 为 90% 。 

氨基 酸 序列 分 析 结 果 ( 图 1) 显示 ,获得 的 抗 冻 
重 日 基因 7Tm-afp 编码 重 日 的 成 训 肽 在 黄 、 震 两 种 
幼虫 中 有 2 个 氨基 酸 差异 : 第 35 位 (D 一 E) 和 130 
位 (T 一 S) ; 其 信号 肽 在 黄 、 黑 两 种 幼虫 中 有 3 个 氮 
基 酸 差异 : 第 2 位 (G 一 A)、9 位 (S 一 T) 和 27 位 (Y 
一 N)。 进 一 步 经 高 保 真 酶 PCR 验证 , 它们 的 碱 基 
差异 是 真实 的 。 因 此 , 将 从 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 
扩 增 出 的 两 个 抗 冻 蛋白 基因 序列 判定 为 黄粉 虫 抗 冻 
和 蛋白 基因 7Tm-ajp 的 两 个 异 构 体 , 并 分 别 命名 为 Tm- 
afp-l 和 Tm-afp-2, 提交 至 CenBank 获得 的 登录 号 分 
别 为 JQ065721 和 JQO065720 。 

Tm-afp-l1 和 Tm-afp22 编码 抗 冻 蛋白 异 构 体 (分 
别 为 Tm-afp-1 和 Tm-afp-2) 成 熟 肽 的 第 一 个 氨基 酸 
为 谷 氨 酰胺 、 且 含有 8 个 高 度 保 守 的 短 串 联 重复 序 
列 , 每 个 重复 序列 由 12 个 氨基 酸 组 成 。 除 成 熟 肽 
N- 端 的 2 个 重复 序列 外 ,其 余 重复 序列 都 具有 T-C- 
T 保守 单元 , 并 且 所 有 重复 序列 的 第 2 位 和 8 位 都 
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是 半 脱 氨 酸 。 尤 其 值得 注意 的 是 , 除 成 熟 肽 N- 端 第。 N- 端 起 的 第 3 ~7 位 重复 序列 ) 的 结构 也 极为 相似 ， 


一 重复 序列 外 , 其 余 重 复 序列 的 第 2 位 和 8 位 半 胱 ”其 一 致 序列 通 式 表示 为 : TCTX4SXeX;CX。Xio AXi,， 
须 酸 均 相 连 形成 二 硫 桥 。 其 中 X4 趋向 于 天 冬 酰胺 或 甘氨酸 或 天 冬 氨 酸 ，X。 


此 外 ，Tm-afp-1 和 Tm-afp-2 成 熟 肽 重复 序列 的 趋向 于 苏 氨 酸 或 丝氨酸 或 谷 氨 酸 或 谷 氨 栈 胺 , X 
氨基 酸 组 成 非常 相似 (图 1)。 它 们 的 N- 端 第 一 、 二 ”趋向 于 天 冬 酰胺 或 甘氨酸 , X。 趋 问 于 酷 氮 酸 或 天 
重复 序列 及 C- 末 端 重 复 序 列 的 氨基 酸 位 点 尤为 保 冬 酰 胺 或 蕉 丙 须 酸 或 顷 氮 酸 ，Xio 趋 加 于 赖 氛 酸 或 
守 ,， 其 一 致 序列 通 式 分 别 表示 为 : QCTGGAX7CTSC 苏 氨 酸 或 合 氨 酸 或 精 氨 酸 , Xi, 趋 器 于 苏 氨 酸 或 丙 
T 和 ACTGCGNCPNAV 和 TCTNSTGCPCQL, 其 中 X 所 酸 或 顷 氮 酸 。 

为 天 冬 氮 酸 或 谷 所 酸 ; 它们 中 间 重 复 序 列 ( 包 括 自 


Tim-aftp-1 MGFKTCGFSKKWLVIAVIVMCLCTEYYCIQCTIGGADCTSCT AIACTIGCGNCPNAVITCT|I NSQN 60 
Tm-afp-2 MAFKTCGFTKKWLVIAVIVMCLCTEYNCIQCTIGGAECTSCT AIACTIGCGNCPNAVITCTINSQN 60 
六 。 站 六 冰冰 六 来 :冰冰 冰冰 六 冰冰 冰冰 六 冰冰 冰冰 冰冰 六 ”六 水 冰冰 六 六 来 ; 冰 六 冰冰 六 冰 六 冰 六 冰 闵 冰冰 冰冰 站 冰冰 ”站 站 六 冰冰 冰冰 


Tm-afp-2 CVKAVITCTIGSTNCNRATIT NSEGCFEATITCTIGSSNCYTAAIT ES DSTNCYKATITCTINSTG 120 


Tm-afp-l ee 呈 titted ss 
TC 


水 冰冰 冰冰 冰冰 冰冰 冰冰 冰冰 于 六 六 冰冰 冰 冰冰 冰 冰冰 冰冰 冰冰 冰冰 六 冰冰 冰冰 冰冰 冰冰 冰 六 六 冰 冰冰 冰冰 冰冰 冰冰 六 六 冰冰 冰冰 冰冰 


Tm-afp-l CPGQL ILLLTMIK 133 
Tm-afp-2 CPGQL ILLLSMIK 133 
本 本 下 # 末 不 六 冰冰 “冰冰 下 
图 1 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 抗 冻 蛋 白 异 构 体 Tm-afp-1 和 Tm-afp-2 的 ClustalW 比 对 
Fig. 1 _ Multiple alignment of antifreeze protein isoforms Tm-afp-l and Tm-afp-2 from yellow- and black-color varieties of Tenebrio molitor 
Tm-afp-1 : 黄色 型 黄粉 虫 中 抗 冻 蛋 白 基 因 异 构 体 Tm-afp-l 所 编码 的 抗 冻 蛋 白 异 构 体 Antifreeze protein isoform encoded by the antifreeze protein 
gene isoform Tm-afp-1 in yellow-color variety of 了 molitor; Tm-afp-2: 黑色 型 黄粉 虫 中 抗 冻 蛋白 基因 异 构 体 Tm-afp2 所 编码 的 抗 冻 蛋 白 异 构 体 


Antifreeze protein isoform encoded by the antifreeze protein gene isoform Tm-afp-2 in black-color variety of T. molitor. 下 同 The same below. 右 侧 数字 
为 抗洪 蛋白 的 氨基 酸 残 基数 ; 星 号 表示 相同 的 氨基 酸 残 基 ; 双 下 划 线 表示 信和 号 肽 ; 下 划 线 表示 重复 序列 ; 方 框 表示 重复 序列 中 的 保守 单元 。 
The number on the right number is the number of amino acid residues of antifreeze protein; the identical amino acid residues are indicated by asterisks; 


the repeated sequences are underlined; the signal peptide is indicated by double underline; and the conservative unit in repeated sequence is boxed. 


2.2 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 抗 冻 蛋 白 异 构 体 成 熟 Param、Computer PL/Mw 在 线 工 具 对 Tm-afp-1 和 

肽 的 理化 性 质 及 二 、 三 级 结构 分 析 Tm-afp-2 成 熟 肽 的 主要 理化 性 质 进行 分 析 , 结果 见 
重 日 质 的 基本 性 质 包 括 其 相对 分 子 质量 、 氨基 表 1。 

酸 组 成 、 等 电 点 、 消 光 系 数 及 亲 水 性 等 。 采 用 Prot- 


表 1 黄 、 黑 两 种 黄粉 虫 抗 冻 蛋 白 异 构 体 成 熟 肽 的 理化 性 质 
Table 1 Physico-chemical properties of the mature peptides of antifreeze protein isoforms from 


yellow- and black-color varieties of Tenebrio molitor 





全 : 、 gs 
抗 冻 蛋 白 异 构 体 “相对 分 子 质量 质 基 酸 组 成 Amino acid composition 
Antifreeze Relative 氨基 酸 总 数 代表 性 氨基 酸 含量 (多 ) ee 等 电 点 E 
rand average 
protein molecular Total number Content of representative amino acids Molecular formula pl 四 
| . el of hydropathicity 
ola weight (kDa) of amino acids Thr Cys Ala Asn Gly ser 
Tm-afp-1 10. 55 105 22.9 17.1 9.5 9.5 8.6 7.6 CwHeowe NiaaO160S19 6.11 —0.036 
Tm-afp-2 10.55 105 21.9 17.1 9.5 9.5 8.6 8.0 Ca12 Heze N124 O101 S19 6. 14 一 0. 037 


由 表 1 可 知 ，Tm-afp-! 和 Tm-afp-2 的 分 子 量 、 ” 亲 水 蛋白 , 且 富 含 苏 氨 酸 和 半 胱 氨 酸 。 
等 电 点 及 亲 水 性 均 较 相似 , 二 者 均 属 中 性 微 偏 酸 的 将 推导 出 的 Tm-afp-1 和 Tm-afp-2 成 熟 肽 序列 
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输 人 Garmier 等 的 GOR4 Secondary Structure 
Prediction 和 集 日 质 二 级 结构 模型 预测 软件 进行 分 析 ， 
结果 表明 , Tm-afp-1 和 Tm-afp-2 均 由 大 量 的 B- 折 苇 


汪 aa QCTGGADCTSCTAACTGCGNCPNAVTCTNSQNCVK 


Pre-sec ccccccccccccccccccccccccceeccccccee 
aa AVTCTGSTNCNRATTCTNSEGCFEATTCTGSSNCY 


Pre-sec EeCeeCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEECECCCCCCCCC 


aa TAATCTDSTNCYKATTCTNSTGCPGQLILLLLTMIK 


Pre-sec CeeccCccoccceeceeeeccCcccCcccocrceeeeecCcee 
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和 无 规则 卷曲 组 成 , 其 中 Tm-afp-l 的 B- 折 和 礁 和 无 规 
则 卷曲 分 别 占 25.71% 和 74.29% ; Tm-afp-2 的 B- 折 
人 著 和 无 规则 卷曲 分 别 占 24.76% 和 75.24% (图 2)。 


aa QCTGGADCTSCTAACTGCGNCPNAVTCTNSQNCVK 
Pre-sec cccccccccceccccccccccccccceeccccccee 
aa AVTCTGSTNCNRATTCTNSEGCFEATTCTGSSNCY 
Pre-sec eeeecccccccccccccccccccceeecccccecce 
aa TAATCTDSTNCYKATTCTNSTGCPGOQLILLLLSMIK 
Pre-sec ceeccccccceeceeeeccccccccceeeeeccee 


图 2 ” 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 抗 冻 蛋 日 蜡 构 体 Tm-afp-1(A) 和 Tm-afp-2(B) 成 熟 肽 二 级 结构 预测 


Fig. 2 Predicated secondary structure of the mature peptides of antifreeze protein isoforms Tm-afp-1 (A) and 


Tm-afp-2 (B) from yellow- and black-color varieties of Tenebrio molitor 
aa: 氮 基 酸 序列 Amino acid sequence; Pre-sec: 预测 的 二 级 结构 The predicted secondary structure; e: B- 折 和 肢 Beta sheet; e: 无 规则 卷曲 Random 


cojl. 


利用 SWISS-Model 分 子 建 模 服务 系统 对 Tm- 
afp-1 和 Tm-afp-2 成 熟 肽 的 三 级 结构 进行 预测 , 结 
果 发 现 它 们 具有 相同 的 三 级 结构 (图 3)。 它 们 的 三 
级 结构 均 由 8 个 重复 序列 组 成 特殊 的 右手 B- 螺 旗 ， 
螺旋 含 B 片 层 。 螺 旋 共 8 圈 , 每 一 圈 由 12 个 氨基 





酸 组 成 。 在 B- 蝶 旋 的 一 个 侧面 规则 排列 痢 由 保守 
XCT 形成 的 B 折 著 片 层 结构 , 形成 afp 的 冰晶 结合 
面 。 螺 旋 之 间 由 一 个 二 硫 键 连接 , 起 到 稳定 和 企 日 结 
构 的 作用 。 





图 3 ” 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 抗 冻 蛋 日 异 构 体 Tm-afp-1 和 Tm-afp-2 成 熟 肽 的 三 级 结构 预测 


Fig. 3 Predicated tertiary structure of the mature peptides of antifreeze protein isoforms Tm-afp-l and 


Tm-afp-2 from yellow- and black-color varieties of Tenebrio molitor 
A: 链 状 结构 Display in strands; B: 空间 填充 结构 Display in spacefill. 


2.3 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 抗 冻 蛋 和 白 基 因 异 构 体 
的 mRNA 表达 分 析 

通过 对 半 定 量 PCR 产物 进行 回收 测序 ,结果 
表明 从 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 幼虫 中 扩 增 出 的 序列 


正 是 要 定量 分 析 的 抗 冻 蛋 白 基因 异 构 体 Tm-afp-1 
和 Tm-afp2。4C 下 冷藏 不 同时 间 后 ，Tm-afp-1 和 
Tm-afp-2 在 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 幼虫 中 的 mRNA 
表达 量 如 图 4 所 示 。 图 4 表明 : 常温 下 , 黄 、 黑 两 
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种 色 型 黄粉 虫 幼虫 中 Tm-afp-l 和 Tm-afp 了 2 的 
mRNA 表达 量 均 极 低 ; 冷藏 3 d 和 7 d 后 两 种 色 型 
黄粉 虫 幼 虫 中 Tm-afp 异 构 体 的 mRNA 表达 量 均 显 
车 上 调 , 并 且 冷 藏 7 d 后 固 色 型 黄粉 虫 幼 虫 的 Tm- 
afp 了 2 表达 量 明显 高 于 黄色 型 黄粉 虫 幼 虫 Tm-afp-1l 
表达 量 。 这 表明 , 低温 能 诱导 Tm-afp 的 表达 ; 但 长 
时 间 低 温 诱导 下 ， 黑 色 型 黄粉 虫 幼 虫 的 Tm-afp 表 
达 量 明显 高 于 黄色 型 黄粉 虫 幼虫 的 Tm-afp 表达 量 。 
上 述 实验 结果 提示 ， 黑 色 型 黄粉 虫 幼 虫 中 的 抗 冻 重 
日 基因 异 构 体 Tm-afp-2 比 黄 色 型 黄粉 虫 幼 虫 中 的 抗 
冻 和 蛋白 基因 异 构 体 Tm-afp-1 对 低温 的 应 答 更 强烈 。 


A Y-ck Y-3d Y-7d B-ck B-3d B-7d 





中 


相对 表达 量 Relative expression level 
< 
CN 





Y-ck Y-3d Y-7d B-ck B-3d B-7d 
样品 Samples 


图 4 45 冷藏 不 同时 间 后 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 中 
Tm-afp-1 和 Tm-afp-2 的 表达 分 析 
Fig. 4 Expression profiles of Tm-afp-l and Tm-afp-2 from 


yellow- and black-color varieties of Tenebrio molitor after 
different time of cold storage at 4°C 
A: RT-PCR 电泳 图 RT-PCR electropherogram; B: 4% 冷藏 不 同时 间 
后 两 种 色 型 黄粉 虫 中 Tm-afp-l 和 Tm-afp 了 2 转录 水 平 上 相对 表达 量 
的 变化 The relative transcriptional level of Tm-afp-l and Tm-afp22 in the 





two color varieties of T. molitor after different time of cold storage at 4°C. 
Y-ck: 未 经 冷藏 处 理 的 黄色 型 黄粉 虫 幼虫 Larvae of yellow-color 
variety of T. molitor not subjected to any cold treatment; Y-3d: 4% 冷藏 
3 d 的 黄色 型 黄粉 虫 幼 虫 Larvae of yellow-color variety of T. molitor 
stored at 4% for 3 d; Y-7d: 4% 冷藏 7 d 的 黄色 型 黄粉 虫 幼虫 Larvae 
of yellow-color variety of T. molitor stored at 4% for 7 d; B-ck: 未 经 冷 
藏 处 理 的 黑色 型 黄粉 虫 幼 虫 Larvae of black-color variety of T. molitor 
not subjected to any cold treatment; B-3d: 4% 冷藏 3 d 的 黑色 型 黄粉 
虫 幼 虫 Larvae of black-color variety of T. molitor stored at 4% for 3 d; 
B-7d: 4% 冷藏 7 d 的 黑色 型 黄粉 虫 幼虫 Larvae of black-color variety 
of T，molitor stored at 4% for 7 d. 图 4(B) 中 数据 上 不 同 字 母 表示 在 
P<0.05 差异 显著 ( 双 样 本 上 检验 法 )。Data in Fig. 4(B) with 


different letters above are significantly different at P<0.05 








(independent-samples t test ) . 


3 讨论 


利用 RT-PCR 法 ,并 结合 5'RACE 和 3’ RACE 
技术 , 从 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 忠 幼 忠 中 克隆 出 全 长 
分 别 为 579 bp 和 588 bp 的 两 种 抗 冻 重 日 基因 有 异 构 
体 Tm-afp-l 和 Tm-afp-2。Blast 比 对 发 现 ，Tm-afp-1 
和 7m-afp22 的 碱 基 序 列 一 致 性 为 95% , 它们 与 已 
知 的 黄粉 忠 抗 冻 蛋 白蜡 形体 Th 前 体 基 因 ( GenBank 
登录 号 : DQ229124 ) 的 碱 基 序列 一 致 性 也 较 高 。 
Tm-afp-l 和 Tm-afp-2 均 包 售 一 个 全 长 为 402 bp 的 
完整 开放 阅读 框 和 一 个 长 20 bp 的 35" 端 非 翻 译 区 ， 
但 Tm-afp-l 的 3“ 端 非 翻 译 区 (157 bp ) 与 Tm-afp2 
的 3' 端 非 翻译 区 (166 bp ) 碱 基 序 列 差异 较 大 , 其 生 
物 学 意义 有 竺 进一步 研究 。 

Tm-afp-l 和 7Tm- 响 -2 均 编 码 133 个 氨基 酸 , 推 
导出 的 两 种 抗 冻 和 蛋白 异 构 体 (分 别 为 Tm-afp-1 和 
Tm-afp-2) 氨 基 酸 序列 一 致 性 为 96% , 它们 与 已 报 
道 的 黄粉 忠 抗 冻 和 蛋白 异 构 体 Th 前 体 (GenBank 登录 
号 : ABB79833 ) 的 氨基 酸 序 列 一 致 性 为 90% 。 

序列 同 源 性 分 析 表 明 ，Tm-afp-1 和 Tm-afp-2 与 
已 报道 的 黄粉 虫 抗 冻 蛋 日 气 基 酸 序 列 相 似 ( 刘 忠 渊 
等 , 2006; 任 谦 等 ,2009), 它们 的 N- 端 有 一 段 长 
28 aa 的 真 核 信 号 肽 序列 ,它们 成 敦 肽 的 第 一 个 氨 
基 酸 为 谷 氨 酰胺 、 且 售 8 个 长 度 为 12 aa 的 保守 重 
复 户 段 , 每 个 重复 族 段 的 第 2 位 和 8 位 是 半 胱 氨 
酸 。 但 Tm-afp-1 和 Tm-afp-2 的 信号 肽 显示 出 3 个 
氨基 酸 差 异 , 分 别 是 第 2 位 (C 一 A)、9 位 (S 一 了 ) 
和 27 位 (Y 一 N) ; 成 熟 肽 显示 出 2 个 氨基 酸 差 异 ， 
分 别 是 第 35 位 (D 一 下) 和 130 位 (T 一 S)。 这 提示 ， 
黄粉 虫 种 内 不 同色 型 间 抗 冻 重 日 基因 Tm-ajp 可 能 
存在 多 种 不 同 的 异 构 体 。 但 Tm-afp 基因 异 构 体 所 
编码 重 白 的 信号 肽 和 成 熟 肽 的 氨基 酸 差异 是 否 会 对 
它们 各 自 的 跨 膜 运输 及 热 潍 活性 造成 影响 ,， 有待 进 
一 步 深入 研究 。 

蛋白 质 的 理化 性 质 及 二 、 三 级 结构 预测 表明 ， 
Tm-afp-1 和 Tm-afp-2 成 熟 肽 与 已 知 的 其 他 黄粉 虫 抗 
冻 重 日 的 结构 与 性 质 非常 相似 ( 刘 忠 渊 等 ，2006 ; 
任 谦 等 , 2009) , 均 属 富 合共 氨 酸 和 半 胱 氨 酸 的 昆 
忠 抗 并 蛋白 。 它 们 的 二 级 结构 均 由 大 量 的 B- 折 对 
和 无 规则 卷曲 组 成 , 它们 的 三 级 结构 均 为 特殊 的 右 
手 B- 螺 旋 ， 螺旋 共 8 圈 , 每 一 圈 由 12 个 氨基 酸 组 
成 , 并 且 在 B- 螺 旋 的 一 个 侧面 规则 排列 着 由 保守 
XCT 形成 的 B 折 硅 片 层 结构 , 形成 ap 的 冰晶 结 
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转录 水 平 的 相对 表达 量 分 析 发 现 , 低温 能 诱导 
Tm-afp 的 表达 , 但 长 时 间 低 温 诱导 下 ， 黑 色 型 黄粉 
虫 幼虫 的 Tm-afp 表达 量 显著 高 于 黄色 型 黄粉 虫 幼 
虫 Tm-afp 表达 量 。 由 此 可 推测 , 长 时 间 低 温 刺 激 
下 黑色 型 黄粉 虫 幼 虫 体 内 的 Tm-afp 浓度 可 能 高 于 
同日 龄 黄色 型 黄粉 虫 幼虫 体内 的 Tm-afp 浓度 。 蛋 
白质 结构 与 序列 分 析 已 表明 , 两 种 色 型 黄粉 虫 体 内 
的 抗 冻 蛋白 异 构 体 (分 别 为 Tm-afp-1 和 Tm-afp-2 ) 
属 结构 和 序列 极为 相似 的 同一 种 抗 冻 蛋白 。 有 人 研究 
表明 ， 同 一 种 抗 冻 重 日 ,浓度 越 高 ， 活 性 越 强 
(Marshall et oj/.，2004 ) 。 据 此 初步 推 新 , 长 时 间 低 
温 刺 激 下 ,黑色 型 黄粉 虫 幼虫 体内 的 抗 冻 蛋白 活性 
可 能 高 于 黄色 型 幼虫 体内 抗 冻 和 蛋白 活性 。 抗 冻 蛋 日 
是 昆虫 体内 的 一 类 重要 了 耐寒 物质 , 它 可 通过 氢 键 与 
冰晶 连接 , 结合 到 昆虫 体内 的 冰 核 表面 , 通过 改变 
冰 蝇 形态 、 抑 制 冰 唱 重 结晶 和 阻止 冰晶 进一步 生 
长 , 而 维持 昆虫 的 过 冷却 状态 , 减少 冰晶 化 对 细胞 
的 损伤 , 增强 昆虫 的 抗 冻 性 (或 耐 宕 性 ) ( 景 晓 红 
等 , 2002; 邵 强 等 , 2006) 。 因 此 ,本 研究 结果 在 一 
定 程度 上 解释 了 黑色 型 黄粉 虫 幼 虫 比 同日 龄 黄色 型 
幼虫 耐寒 性 强 的 原因 。 但 昆虫 抗 冻 重 白 基 因 具 有 多 
拷贝 和 多 异 构 体 的 特点 , 并 且 其 天 然 表 达 也 表现 出 
物种 间 和 蜡 构 体 间 的 多 样 性 ( 邢 立 明和 马 纪 ， 
2009) ,因此 相似 性 极 高 的 黄粉 虫 抗 冻 和 蛋白 基因 腊 
构 体 (Tm-afp-l 和 Tm-afp-2) 为 什么 会 在 不 同色 型 黄 
粉 虫 中 表达 特征 不 一 样 ,各 种 抗洪 蛋白 基因 异 构 体 
的 表达 与 黄粉 虫 耐 寒 性 的 相关 性 如 何 ,都 有 待 进 一 
步 深 入 研究 。 

此 外 , 要 弄 清 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 耐 赛 性 与 
抗 冻 和 蛋 日 的 关系 , 还 有 很 多 其 他 工作 要 做 。 已 有 的 
研究 表明 , 除 抗洪 和 蛋 昌 本 号 的 种 类 、 浓 度 和 保守 序 
列 长 度 外 ,影响 抗 冻 蛋白 活性 的 因素 还 很 多 ,如 抗 
冻 重 日 所 在 环境 中 的 一 些 其 他 物质 (一 些小 分 子 量 
溶质 或 特定 蛋白 等 ) 也 会 对 抗 冻 蛋白 的 活性 产生 影 
响 。 据 报道 , 柠檬 酸 、 琥 珀 酸 、 苹 果 酸 、 天 冬 氮 酸 
和 甘油 等 小 分 子 物质 能 提高 昆 忠 抗 冻 蛋 日 的 活性 
(Tyshenko et al., 1997 ) ; 黄粉 虫 血 淋巴 中 提取 出 的 
内 源 性 抗 冻 蛋 日 活化 重 日 (这 类 有恒 日 本 喘 没 有 热 清 
活性 )， 也 能 使 抗 冻 蛋白 的 活性 大 幅度 提 融 
( Horwath et a/.，1996 ) 。 此 外 , 不 同 抗 冻 和 蛋 日 之 间 
还 可 能 相互 作用 (Lin er al., 2010)。 本 试验 对 黄 、 
黑 两 种 色 型 黄粉 虫 幼 虫 的 一 种 抗 冻 重 蝗 基 因 序 列 及 
其 转录 水 平 上 的 表达 进行 了 分 析 比 较 , 揭示 出 这 两 


种 色 型 黄粉 虫 幼 虫 在 一 种 抗 冻 重 白 基 因 及 其 表达 上 
的 差 必 。 而 黄粉 虫 抗 冻 重 白 是 由 多 基因 编码 的 ( 刘 
忠 渊 等 , 2006), 要 完全 弄 清 黄 、 畦 两 种 色 型 黄粉 虫 
的 耐寒 性 差异 与 抗 冻 蛋白 的 关系 , 还 需 进一步 对 它 
们 的 其 他 抗 冻 重 昌 基 因 和 不 同 抗 冻 和 蛋 晶 之 间 的 相互 
作用 及 其 血 淋 巴 中 可 能 存在 的 其 他 一 些 影响 抗 冻 蛋 
日 活性 的 物质 作 深入 研究, 以便 能 为 黄粉 虫 的 耐 寄 
机 理 人 研究 及 抗 寒 育种 提供 更 确 首 的 理论 依据 。 
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